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Abstract 



In a device for separating and cleaning molecules by adsorption of the molecules on a matrix (2), the solution is forced 
through the device. The matrix (2) is arranged, between two devices (3a, 3b) permeable to the solution, in a hollow 
frustum-shaped body (1) open at both ends (4a, 4b), the wider opening (4a) being connected, if necessary, to a 
cylindrical hollow body. The matrix (2) and the devices (3a, 3b) together occupy 5 to 50% of the volume of the hollow 
body and the wider opening (4a) of the hollow frustum-shaped body (1) can be connected to a pipette. The use of the 
device in a process for separating and cleaning molecules on a matrix is also described. 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Vorrichtung und Verfahren zur Trennung und Reinigung von Molekulen 

Zur Trennung und Reinigung von Molekulen durch Adsorp- 
tion der Molekule an eine Matrix (2) wird die Losung durch 
eine Vorrichtung gedruckt, die dadurch gekennzeichnet ist, 
daft die Matrix (2) in einem an beiden Enden (4a f 4b) offenen, 
kegelstumpfformigen Hohlkorper (1), an den gegebenen- 
falls an der weiteren 6ffnung (4a) ein zylindrischer Hohlkor- 
per anschlie&t, zwischen zwei fur die Losung durchlisslgen 
Einrichtungen {3a, 3b) angeordnet ist, wobei die Matrix (2) 
und die Einrichtungen (3a, 3b) zusammen 5 bis 50% des 
Hohlkorpervolumens ausfulfen und die weitere dffnung (4a) 
des kegelstumpfformigen Hohlkorpers (1) an eine Pipette 
anschlie&barist. 

Die Verwendung der erfindungsgemaBen Vorrichtung in 
einem Verfahren zur Trennung und Reinigung von Molekulen m - 

■ an einer Matrix wird ebenfalls beschrieben. 
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Patentanspruche (1) gedrQckt wird 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 

- 1. Vorrichtung zur Trennung und Reinigung von zeichnet, daQ Biopolymere getrennt.und gereinigt 
Molektilen aus einerLdsung durch Adsorption der werden. 

- Molekflle an einer Matrix, dadurch gekennzeich- 5 12. Verfahren nach Anspruch 1 1, dadurch gekenn- 
ne£ daB die Matrix (2) in einem an beiden Enden zeichnet, daB Nukleinsauren und/oder Proteine ge- 
(4a, 4b) off enen, kegeistumpf fdrmigen Hohlkorper trehnt und gereinigt werden. 

(1), an den gegebenenfalls an der weiteren Offnung 13. Verwendung einer Vorrichtung nach einem ier 

(4a) ein zylindrischer Hohlkdrper anschlieBt, zwi- Anspruche 1 bis 9 zur Trennung und Reinigung von 

schen zwei fur die Losung durchlSssigen Einrich- 10 Moiekuien.vorzugsweise Bidpuiymeren. 

tungen (36, 3b) | angeordnet ist, wobei die Matrix (2) 14. Verwendung einer Vorrichtung nach Anspruch 

und die Einrichtungen (3a, 34) zusammen 5 bis 50% 13 zur Trennung und Reinigung von Proteinen und/ 

desfjohlkorpervolumensausfiillenunddieweitere oder Nukleinsauren. 

Offnung (4a) des kegelstumpffdrmigen Hohlkor- . 

pers(l) an eine Pipette anschlieBbar ist 15 Bcschreibung 

2. Vorrichtung nach Anspruch I, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Hohlkorpei: (1) eine Pipettenspit- Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung und ein Ver- 

. zeist fahren zur Trennung und Reinigung von Molekulen aus 

3. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 oder 2, einer Ldsung durch Adsorption der MolekQle an ei ne in 
dadurch gekennzeichnet, daB die Einrichtungen (3a, 20 der Vorrichtung angeordneten Matrix. 

3b) die Matrix (2) imHohlk6rper(l)fixieren. Zur Probenaufbereitung in chemisch, biochemisch 

4. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, und moiekularbiologisch orientierten Laboratorieh 
dadurch gekennzeichnet, daB zwischen der engeren werden Chromatographiematerialen unterschiedlich- 
Offnung (4b) und der unteren Einrichtung (3*) ein steir Art seit langem iii bewahrter Weise verwendet 
freierRaumist 25 Haufig fallen dabei die Proben in MikromaBstab an, 

5. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 4, insbesondere im biochemischen und molekularbiologi- 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Matrix aus poro- schen, aber auch im analytischrchemtschen Laboratori- 
sem Chromatographiematerial auf der Basis von um* Die chromatographischen Materialien werden auch 
Silicagel, AJumimumoxid, Titandioxid, Hydroxyla- zur Extraktion von bestimmten Bestandteilen aus den 
patit, Dextran, Agarose, Acrylamid, Polystyrol, Po- 30 Proben eingesetzt Die als Festphasenextraktion zu be- 
lyvinylalkohol oder anderen organischen Polyme- zeichnende Verfahrensweise kann man sich auch zur 
ten, Derivaten oder aus Copolymeren der oben ge* Reinigung und Trennung von Substanzgemischen in L6- 
nannfenTragermaterialien besteht sung zunutze machen. Bislang wurden rieben den Chro- 

6. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 5, matographies&ulen, insbesondere in der Hochdruckflus- 
dadurch gekennzeichnet, daB die Matrix ein ober- 35 sigkeitschromatographie, auch Kartuschen, Einwegs- 
fiachlich modifiziertes Chromatographiemateriai pritzen oder kleine Plastikchromatographiesaulen, die 
aus Silicagel, Aluminiumdioxid, Titandioxid, Hy- jeweils mit dem gewunschten Chromatographiemateri- 
droxylapatit, Dextran, Agarose, Acrylamid, Poly- algefullt sind, verwendet 

styrol, Polyvihyialkohol oder anderen organischen Diese Hilfsmittel, die im Niederdruckbereich Ver- 

Polymeren, Derivaten oder aus Copolymeren der 40 wendung finden, zeichneh sich unvorteilhaft dadurch 

- oben genanntenTragermaterialien ist aus, daB sie. nicht mit etablierten Laboratoriumsgerat- 

7. Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekenn- schaften kompatibel sind Ein weiterer Nachteil dieser 
zeichnet, daB das bberflSchlich modifizierte Chro- Hilfsmittel besteht darin, daB sie nur eine FluBrichtung 
matographiematerial ein Ionenaustauscher; ein Re- der die zu trenhenden und reinigenden Molekule enthal- 
versed-Phase- und/oder ein Affinitatschromatogra- 45 tenden Ldsung zulassen. Man muB also bei der Verfah- 
phieriiaterial ist rensweise gemafl dem Stand der Technik die Probe zu- 

8. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 1 bis 7, nSchstin ein VorratsgefaB, beispieisweise eine Einwegs- 
dadurch gekennzeichnet, daB die PorengroBe der pritie, bringen, um sie dann durch das FluBmittel, insbe- 
pordsen Chromatographiematerialien 20 bis sondere Kartuschen oder Extraktionssaulen, zu drUk- 
1000 nm und die KofngroBe der Materialien 10 bis 50 ken. 

2000 um vorzugsweise 75 bis 1 25 \im betrlgt Daher bedient man sich in der Praxis dieser Hilfsmit- 

9. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 8, tel tiberwiegend dann, wenn man die unerwunschten 
dadurch gekennzeichnet, daB die die Matrix fixie- Produkte adsorbieren will. Ansonsten mufl man das 
. renden Einrichtungen (3a, 3b) porose Fritten sind VorratsgefSB, beispieisweise die Einwegspritze, entfer- 
mitPorengroBen von lOjimbisl mm,vorzugswei- 55 nen, mit einem die adsorbierte Substanz eluierenden 
se 70 bis 200 um ■'" " Ldsung erneut beschicken und anschlieflend durch das 

10. Verfahren zur Trennung und Reinigung von Hilfsmittel drucken, um die gewunschten Produkte zu 
MolekQleh aus einer Ldsung durch Adsorption der erhalten, Durch das Abnehmen und Aufsetzen eines 
Molekttle an eine Matrix mittels einer Vorrichtung, VorratsgefaBes besteht jedoch eine Kontaminationsge- 
in derdie die zutrennenden MolekOle enthaltende 60 fahr fur den Mitarbeiter, die Umwelt und die Probe 
Ldsung durch eine in einem HohlkSrper angeord- selbst Die Gefahr besteht gerade im medizihisch-tech- 
nete Matrix hindurchgedruckt wird, dadurch ge- nischen Bereich, wenn insbesondere mit infektiosem 
kennzeichhet, daB die Matrix (2) von einer oberen Material gearbeitet wird, oder auch in biochemisch-mo- 
und einer unteren Einrichtung (3a, 3b) fixiert wird lekularbiologischen Laboratorien, wenn insbesondere 
und daB die Losung durch die Matrix (2) hindurch in 65 mit radioaktrven Substanzen hantiert wird. 

einen oberhalb der oberen Einrichtung (3a) vorhan- In der Praxis besteht ein erheblicher Bedarf an einer 

denen freien Raum gesogen wird und anschlieBend Vorrichtung, die es in einfacher Weise ermoglicht, ein 

ddrch die Matrix (2) hindurch aus dem H hlkdrper Verfahren zur Reinigung und Trennung von Molekulen 
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aus einer Losung durchzufOhren. 

Aufgabe der Erfindung ist es also, eine V rrichtung 
bereitzustellen, die es ermSglicht 

- MolekOle aus einer Losung zu extrahieren, 

- keine bevorzugte Extractions- oder Elutions- 
richtung zu verlangen, 

- eine.Abtrennung und WiederhinzufOgung eines 
VorratsgefaBes zu vermeiuen, 

- die Trennungs- und Reinigungsoperationen in 
einem geschlossenen System durchzufOhren, 

- die Kontaminationsgefahr ftir Personal, Umwelt 
und Probe zu vermeiden, und 

- gleichzeitig die Arbeitsweise insgesamt zu er- 
leichtern. 

Die Aufgabe wird erf indungsgemaB gelost durch eine 
Vorrichtung, die dadurch gekennzeichnet ist, daB die 
Matrix 2 in einem an beiden Enden 4a,46offenen, kegel- 
stumpffdrmigen Hohlkorper 1, an den gegebenenfalls 
an der weiteren Offnung 4a ein zylindrischer Hohlkdr- 
per anschlieBt, zwischen zwei fOr die Losung durchlassi- 
gen Einrichtungen 3a, 3b angeordnet ist, wobei die Ma- 
trix 2 und die Einrichtungen 3a, 3b zusammen 5 bis 50% 
des Hohlkorpervolumens ausfflllen und die weitere Off- 
nung 4a des kegelstumpfformigen HohIk6rpers 1 an ei- 
ne Pipette anschlieObar ist 

Die Kg. 1 und 2 zeigen schematisch den Aufbau einer 
bevorzugten AusfOhrungsform der erfindungsgemaBen 
Vorrichtung. Die Matrix 2 wird von zwei Einrichtungen 
3a, 3b begrenzt, die gleichzeitig dafur sorgen, daB die 
Matrix 2 in der gewahlten Position fixiert ist Die Ein- 
richtungen 3a, 3b werden vorzugsweise an der Wan- 
dung des Hohlkorpers 1 festgeklemmt Es kann jedoch 
neben der Befestigung durch Spannung auch eine Befe- 
stigiing durch Festkleben der Einrichtungen erreicht 
werden. Beide Methoden fflhren zu einem Abdichtungs- 
effekt zwischen den Einrichtungen 3a, 3b und der Wand 
des Hohlkorpers 1. Vorzugsweise findet sich zwischen 
der unteren Einrichtung 3b und der engeren Offnung 4b 
ein freier Raum, wobei dieser freie Raum klein sein soli 
gegenuber dem Gesamtvolumen des Hohlkdrpers. Die 
weitere Offnung 4a der beiden Offnungen 4a und 4b ist 
so ausgestaltet, daB sie auf eine handelsubliche Pipette 
passea Eine bevorzugte AusfOhrungsform der erfin- 
dungsgemaBen Vorrichtung besteht darin, daB der 
Hohlkorper 1 in Form einer kommerziell ira Fachhandel 
erhaltlichen Pipettenspitze (Firma Brand, Gilson, Ep- 
pendorf) ausgestaltet ist Die Matrix 2 der erfindungsge- 
maBen Vorrichtung besteht vorzugsweise aus einem po- 
rosen Chromatographiematerial, insbesondere auf der 
Basis von Silicagel, Aluminiumoxid, Titandioxid, Hy- 
droxylapatit, Dextran, Agarose, Acrylamid, Polystyrol, 
Polyvinylalkohol oder anderen organischen Polymeren, 
Derivaten oder aus Copolymeren der oben genannten 
Tragermaterialien. Das die Matrix 2 bildende Material 
kann auch ein oberflachlich modifiziertes, pordses 
Chromatographiematerial auf der Basis von Silicagel, 
Aluminiumoxid, Titandioxid, Hydroxylapatit, Dextran, 
Agarose, Acrylamid, Polystyrol, Polyvinylalkohol oder 
anderen organischen Polymeren, Derivaten oder aus 
Copolymeren der oben genannten Tragermaterialien 
seia 

Die Wahl des entsprechenden Chromatographiema- 
terials ist abhangig von den jeweiligen zu trennenden 
und reinigenden MolekOlen und ist dem Fachmann auf* 
grund der Regeln in der Chromatographic bekannt So 
wird beispielsweise ein polares Molektll, wenn es an der 
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Matrix 2 adsorbiert werden soil, nur dann an der Ober- 
flache der Matrix 2 adsorbiert, wenn entsprechende 
Wechselwirkungen vorliegen, die beispielsweise eben- 
falls durch polare Gruppen an der Oberflache der Ma- 
5 trix 2, jedoch mitentgegengesetzterP laritat, vermittelt 
werden. So kdnnen beispielsweise Ionenaustauscherma- 
terialien als Matrix 2 def erfihdungsgemaBen Vorrich- 
tung zur Trennung und Reinigung von polaren MolekQ- 
len eingesetzt werden. Weitere bevorzugte Ausgestal- 
lo tungen der erfindungsgemaBen Vorrichtung konnen ais 
Matrix 2 ein Reversed- Phase- und/oder oder ein Affini- 
tatschromatographiematerial beinhalten. Die Porengro- 
Be der porosen Chromatographiematerialien betragt 
vorzugsweise 20 bis 1000 nm, und die KorngroBe der 
15 Materialmen insbesondere lfj bis 2000 urn, vorzugsweise 
75 jun bis 125 u,m. ~" 

Die die Matrix 2 fbcierenden Einrichtungen 3a, 3b sind 
vorzugsweise pordse Fritten mit PorengrdBen von 
10 urn bis 1 mm, vorzugsweise 70 u.m bis 2000 um. 
20 Die porosen Fritten kdnnen aus Kunststoffen, insbe- 
sondere aus Teflon (PTFE), Polyethylen, Polypropylen, 
Polystyrol, Polyurethan etc bestehea Aber auch anor- 
ganische Werkstoffe, wie Glas und/oder gesintertes 
Metall sind geeignete Materialien zur Herstellung der 
25 porSsen Fritten. 

Der Vorteil der erfindungsgemaBen Vorrichtung liegt 
in der praktischen Handhabung und der Art der Pak- 
kung der Matrix 2, die einen Flufi der die MolekOle 
enthaltenden Losung in Hin- und Rtlckrichtung zulaBt 
30 Ist der kegelstumpffdrmige Hohlkorper 1 beispielswei- 
se als Pipettenspitze ausgebildet, so wird die Piketten- 
spitze in die Probe eingetaucht, die Probe in der Pipet- 
tenspitze durch die Matrix 2 hindurch hochgesaugt und 
anschlieBend herausgedrOckt. Dadurch wird eine hdhe- 
35 re Effizienz der Adsorption erzielt, da die Probe das 
Chromatographiematerial zweimal passiert Da man mit 
einem geschlossenen System arbeiten kann, wird eine 
Kontaniinierung der Probe oder eine Gefahrdung der 
Umwelt vermieden. Die erfindungsgemaBe Vorrichtung 
40 erleichtert die Arbeitsweise insgesamt, die bei der Tren- 
nung und Reinigung von MolekOlen anzuwenden ist 
Insbesondere konnen mit Hilfe der erfindungsgemaBen 
Vorrichtung auch Biopolymere, insbesondere Nuciein- 
sauren und Proteine, schnell, einf ach und sicher fraktio- 
45 niert werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird in einer be- 
sonderen AusfOhrungsform durchgefQhrt mit einem als 
Pipettenspitze ausgestalteten Hohlkorper 1. Die die 
MolekOle enthaltenden, zu trennenden und reinigenden 
so MolekOle konnen dann mittels einer Pipette durch die 
Matrix 2 beftirdert werden. Soil die Pipettenspitze als 
Saulenersatz in herkommlichen Verfahren eingesetzt 
werden, so kann mittels eines Silikonschlauches die Pi- 
pettenspitze auch mit einer Einwegspritze verbunden 
55 werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist geeignet, insbe- 
sondere Biopolymere wie Nukleinsauren und Proteine 
zu trennen und zu reinigen, indem als Matrix 2 lonen- 
austauscherchromatographiematerialien, wie sie in der 
eo deutschen Patentanmeldung P 36 39 9493 vorgeschla- 
gen werden, verwendet werden. Es handelt sich dabei 
um mit Anionenaustauschergruppen oberflachlich mo- 
difiziertes Chr matographiematerial auf Silicagelbasis. 
Befindet sich beispielsweise die Matrix 2 in einer Pipet- 
65 tenspitze, so saugt man die Nukleinsaure mit der Pipette 
durch die Matrix 2. Dabei werden unter Verwendung 
von Puffern niedriger I nenstarke die langkettigen Nu- 
kleinsauren adsorbiert Will man die kurzkettigen Nu- 
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IddnsaurenanschlieBendverwertenjdrQcktmandieLd- Die erfindungsgemSBe Vorrichtung ist geeignet zur 
sung wieder durch die Matrix 2 hindurch und f&ngt sie Verwendung in einem Trennungs- und Reinigungsver- 
auf. Dann konnen weitere Verf ahrensschritte folgen. Ist fahren fur MolekOle, vorzugsweise Biopolymere wie 
man jedoch an der Analyse der langkettigen Nuklein- Proteine: und/ oder Nukleinsauren, insbesondere yon 
sauren interessiert, kann man.nach einigen Waschschrit- 5 anderen Zelibestandteilen. 

ten die langkettigen Nukleinsfiuren durch Eluti n mit Die Verwendung der erfindungsgem&Ben Vorrich- 
Puffern hoher Salzkonzentration (hohe lonenstarke) tung in verschiedenen Verfahren wird in den folgehden 
wiedereluieren und entsprechend weiterverarbeiten. Beispielen naher erlSutert Dabei wird die erfindungsge- 
Uie *ig.3zeigt ein EiuudrispfOiii, das be; Yenv'cn* m£3e Vorrichtung in einer bevorzugten AusfOhrungs- 
dung von Anionenaustauschermaterialien biei der Ver- 10 form, der Pipettenspitze, eingesetzt. 
wendung der erfindungsgemaBen Vorrichtung erhalten 

werden kann; Es zeigt siclv daB bei Verwendung des in . ^Beispiel 1 

der deutschen Patentanmeldung P 36 39 9493 vorge- (^^^ ~"^X 

schlagehen Materials zur Trennung von Nukleinsauren In cinejjnl Pipettenspitzejtessend fur Gilson Pipet- 
ein Elutionsprofil erhalten wird, durch dais mit steigen- is man^ wird eihT~70Tun~~Polyethylen-Fritte mit 4 mm 
der lonenstarke Nukleinsauren mit steigender Ketten- Durchmesser, Dicke 1,6 mm, eingefOhrt und durch 
lange eluierbar werden. So wird doppelstrangige DNS DrQcken festgeklemmt. Danach werden ca. 70 mg des 
mit Basenpaaren > 500 erst bei einer lonenstarke von Chromatographiematerials, vorgeschlagen in der deut- 
1 ,3 M Natriumchlorid erhalten, wahrend einzelstrangige schen Patentanmeldung P 36 39 949, trocken eingefullt. 
DNS des Phagen M 13 schon bei 1,1 M Natriumchlorid 20 Das Chrqmatographiematerial wird mit einer wie oben 
eluiert wird Die Elutionspeaks sind so scharf, daB sogar beschriebenen Fritte mit 5,7 mm Durchmesser ver- 
, *baseline"rTrennungen mdglich sind schlossen und die Fritte durch Festdrticken an ihrem 

Bei einer m.ittleren lonenstarke zwischen 0,5 und 1 M Platz fixiert. . 
Natriumchlorid eluieren Nukleinsauren wie tRNS, 5S Analog verfShrt man bei 200 pi fassenden Pipetten- 
RNS und mRNS. Bei niedrigen Ionenstarken von 0,1 bis 25 spitzenbzw. 5000 u.1 fassenden Pipettenspitzen. 
0,5 werden bereits Polysaccharide, Proteine, Metaboli- 

te^Farbstoffe/einzelneNukleotide/ProteinewieBSA BeispieJ2 
(bovine serum albumin) und kleinere Nukleotide wie * 

beispielsweise ein Nukleotid Decamer, das als 'linker" Die allgemeine Handhahung der in Beispiel 1 herge^ 
verwendet wird, eluiert 30 stellten Pipettenspitze geschieht wie folgt: 

Eine.Verfahrensvariantebesteht darin, als Matrix 2 Zunachst wird die Pipettenspitze eirimal mit 100 jxl 
ein Affihitatsadsorbens, wie es beispielsweise in der eines geejgneten Adsorptionspu/fers#quilibriert.Beiei- 
deutschen Patentanmeldung P 36 27 063 vorgeschlagen nem zu verarbeitenden Probenvolumen yon 100 bis 200 
wird, zu verwendea Die Durchfflhrung des Verfahrehs uJ reicht es aus, die Probe etwa fiinfmal durch das Chro- 
erfolgt analog zur oben beschriebenen Verfahrenswei- 35 matographiematerial zu drucken. Soli jedoch eine grfi- 
se. flere Fhlssigkeitsmenge verarbeitet werden, wie sie beir 

Das erfindungsgemaVBe Verfahren gewahrleistet die spielsweise nach Gelelution anfailt, kann die Probe mit- 
fplgenden Vorteile, insbesondere bei molekularbiologi- tels eines Silikonschlauches, der die Pipettenspitze und 
schen Operationen: ' eine Einwegspritze verbindet, durch die Matrix hin- 

40 durchgezogen werden. Es ist dann ausreichend, daB die 

- Durehfiihrung von DNS-rPrfiparationen in soge- Probe nur zweimal das Chromatographiematerial pas- 
. / nannten'minikreps" siert 

- Reinigung von. mRNS, rRNS>vira!er RNS und Dabei sollte die FlieBgeschwindigkeit der Losung 
RNS-Transkripten, nicht hdher als 1 ml pro Minute sein. 

- Reinigung von Proben, die nach Nicktranslation, 45 Als Aquilibr ierungs- und Adsorptionspuffer kann der 
Endmarkierung oder Oligpnukleptid-induzierter Puffer A verwendet werden. 
Markierung(01igolabeling) erhalten werden, 

- Entf erhung der DNS-ILoker in Klonierungsexpe- Puffer A; 

rimenten, 400 mM Natriumchlorid 

- Reinigung von Nukleinsauren nach Gelextrak- 50 15% Ethanol 

; tionsowie 50mMMOPS(3-N-MorphoIinopropansulfonsaure) 

- schnelle Reinigung von Nukleinsauren nach Ab- 1 mM EDTA (Ethylendiamintetraacetat) 
dauung mit Restriktionsenzymen, Phosphatasebe- pH7,0 

handluhgen, Polymerasereaktionen usw; anstelle 

einer zeitaufwehdigenPhenoIbehandlung. 55 Analog zum oben beschriebenen Adsorptionsvor- 

gang werden die Waschschritte durchgefuhrt Als 
Die bei Verwendung der erfindungsgemaBen Vor- Waschpuffer dienen bei NukleinsaureprSparationen ty- 
richtung erhaltliche Reinheit in Routinepraparationen pischerweise die Puffer B,C und D. 
ist zumindest mit durcb Caesiumchlorid-Dichtegradien- 1 1 
teh-Zentrifugation erhaltenen Proben vergleichbar. Die eo Puffer B: 
isoh'erten Nukleinsauren sind befreit von Proteinen, 750 mM Natriumchlorid 
Pbtysacchariden und anderen Zellmetaboliten und zei- 15% Ethanol 
gen keinerlei Inhibierung von Enzymen bei enzymati- 50 mM MOPS 
schen Reaktionen. Die erfindungsgemafie Vorrichtung 1 mMEDTA 
kann ^^zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren 65 pH7»0 
aus Oligonukleotideri bis hin zu Plasmiden verwendet 
werden, wobei der Zeitaufwand auf Bruchteile im Ver- ' Puffer C: 
gleichzuanderen.Verfahreneingeschranktwird! 1000 mM Natriumchlorid 
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15% Ethanol 
50 mM MOPS 
1 mMEDTA 
pH7,0 

Puffer D: 

1000 mM Natriumchlorid 
50 mM MOPS 

nH7ft 

i • • - 

Man ftlllt ein Eppendorf-GefaB mit 1 ml Waschpuffer 
und spfllt dreimal 150 \d durch das Chromatographie- 
material, urn Verunreinigungen zu entfernen. Dieser 
Schritt wird wiederholt 

Die Elution der adsorbierten Nukleinsauren erfolgt 
wie in beiden vorangegangenen Schritten entweder mit 
einer Eppendorf- oder Gilson- Pipette oder mit einer 
Einwegspritze, wobei darauf zu achten ist, daB die Pipet- 
tenspitze mittels eines Silikonschlauches mit der Ein- 
wegspritze verbunden ist Es wird einfach der Elutions- 
puffer E oder F 

Puffer E: 

1 100 mM Natriumchlorid 
15% Ethanol 
4 M Urea 
50 mM MOPS 
1 mMEDTA 
pH7.0 

Puffer F: 

1500 mM Natriumchlorid 
15% Ethanol 
50 mM MOPS 
1 mMEDTA 
pH7.50 

durch die Pipettenspitze gesaugt bzw. gedrflckt Dieser 
Schritt wird einmal wiederholt Die Eluate werden ver- 
einigt und die Nukleinsaure daraus gefallt 40 

Beispiel3 

Eine Pipettenspitze, hergestellt nach Beispiel 1, wird 
mit 50 mM Natriumphosphatpuffer hydratisiert und 45 
aquilibriert, indem man 750 jxl Puffer mehrmals durch 
die Pipette saugt. Eine Probe, die 20 jig Plasmid pBR322 
DNS in 500 \l\ Ofi M Natriumchlorid und 50 mM Natri- 
umphosphat, pH 7, enthalt wird an das Chromatogra- 
phiematerial durch ftinfmaliges Hochsaugen und Aus- 50 
driicken adsorbiert. Nicht gebundene Bestandteile und 
Verunreinigungen werden durch fflnfmaliges Hochsau- 
gen und AusdrOcken von jeweils 1 ml frischem 0,5 M 
Natriumchlorid und 50 mM Natriumphosphat pH 7, 
ausgewaschen. Die Plasmid-DNS wird anschlieBend mit 55 
1,5 M Natriumchlorid und 50 mM Natriumphosphat, pH 
7, eluiert indem man 1 ml des Elutionspuffers dreimal 
hochsaugt und ausdrfickt 

Beispiel 4 eo 

Ein Plasmid-DNS-Probe wird in einer sogenannten 
Minipraparation typischerweise durch folgende Schritte 
gewonnen: 

Die Bakterienzellen werden uber Nacht inkubiert und 65 
am nachsten Tag durch Zentrifugation geerntet Das 
Pellet wird in 85 \il einer eiskalten Losung. von 50 mM 
Tris-HCl, pH 7.4, mit 2 mg/ml Lysozym (frisch zuberei- 
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tet) aufgeschlossen und 10 Minuten auf Eis inkubiert. 
Danach werden 20 \i\ einer 05 M EDTA-Losung hinzu- 
ge"fQgt und weitere 10 Minuten inkubiert Nach Zugabe 
von 4 jil 2%igem Triton JC 100 inkubiert man auf Eis filr 
5 eine weitere Stunde. Die Pr be wird in einer Laborzen- 
trifuge 30 Minuten bei maximaler Drehzahl zentrifu- 
giert, und 100 \i\ des v n ZelltrQmmern befreiten Zell- 
Lysates werden in ein anderes Eppendorf-Geffifl Gber- 
ftihrti wonach 1 Volumen 2 M Natriumchlorid, 100 mM 
10 MOPS, pH 7, und 5 \i\ Isoamylalkohol zugegeben wer- 
deiu Eine erfindungsgemaBe Pipettenspitze der Firma 
Gilson, Brand, Eppendorf, hergestellt nach Beispiel 1, 
wird mit 100 ul Puffer C aquilibriert. Danach adsorbiert 
man 100 ul einer E coli-Plasmid-DNS-Probe an dem 
ts Chromatographiematerial, indem man die Probe fOnf- 
mal auf- und abpipettiert Nach der Adsorption wird mit 
insgesamt 2 bis 5 ml des Puffers C gewaschen, worauf- 
hin die Plasmid-DNS mittels 30D \d des Puffers F eluiert 
wird. AnschlieBend fallt man die DNS mit 300 \i\ Isopro- 
20 panol, laBt 15 Minuten stehen und zentrifugiert dann die 
Probe dann in einer Eppendorf- Laborzentrifuge 30 Mi- 
nuten lang. 

Beispiel 5 

25 

Die Isolierung von mRNS, rRNS und viraler RNS von 
Rohextrakten geschieht wie folgt: 

Der RNS-Extrakt wird mit Ethanol gefallt und das 
erhaltene Pellet in TE-Puffer (10 mM Tris/1 mM EDTA, 
30 pH 75) resuspendiert Man stellt die Adsorptionsbedin- 
gungen durch Zugabe von 0.1 Volumenteil (bezogen auf 
die resuspendierte LOsung) 5 M Natriumchlorid und 0^ 
Volumenteile 250 mM MOPS, pH 7.0 eia Die Pipetten- 
spitze wird mit 1 jil Puffer A aquilibriert Danach wird 
die Probe durch ftinfmaliges Auf- und Abpipettieren an 
das Chromatographiematerial adsorbiert Man spult mit 
Puffer A, um Verunreinigungen zu eliminieren. Die Elu- 
tion erfolgt mit 300 ul des Puffers C Die RNS wird 
durch Zugabe von 2J5 Volumenteilen Ethanol gefallt 
Nach StehenJassen bei -20°C, 30 Minuten, wird in ei- 
ner Eppendorf-Zentrifuge insgesamt 30 Minuten bei 
hochster Drehzahl zentrifugiert Das Pellet wird vor der 
Weiterverarbeitung sorgfaltig mit Ethanol gewaschen. 
Die Probe soil einen Nukleinsauregehalt von hochstens 
15^ighaben. 

Beispiel 6 

Reinigung von mRNS zur Synthese der entsprechen- 
den cDNS wird wie in Beispiel 5 beschrieben durchge- 
fQhrt 

Beispiel 7 

Nicht verbrauchte Triphosphate in Markierungsreak- 
tionen wie Nicktranslationen, Endmarkierungen und 
Oligonukleotid-abhingigen Markierungen (Oligolabe- 
ling) von DNS werden wie folgt entfernt: 

Die Markierungsreaktion der DNS wird durch Zuga- 
be von 2 ul 0,5 M EDTA pro 20 jil Probenvolumen 
beendet, und man stellt die Adsorptionsbedingungen 
durch Zugabe von 1 Volument il des Puffers C ein. Die 
Gesamtsalz-Endkonzentration s 11 in etwa 500 mM be- 
tragen. Die Pipettenspitze gemSfl der Erfindung wird 
mit 100 pJ Puffer B aquilibriert Die Probe wird durch 
fOnfmaliges Hochsaugen und Ausdriicken an das Chro- 
matographiematerial adsorbiert und insgesamt mit 
10 ml des Puffers B gewaschen, um die nicht reagierten 
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Nucleotide abzutrennen. Die FlieBgeschwindigkeit des . lung der DNS- Probe geschieht wie in Beispiel 8 be- 
Wak^puffersSpllvorzugsweiseca.5mlproMinutebe- schrieben. 
tragen. Die; markierte DNS wird anschlieBend mit insge- 
samt 300 ui des Puffers F eluiert Die Probe kann direkt 
weiterverwendet werden, wenn sie mit dent zur Hybri- 5 
disierung vorgesehenen Puffer mindestens 1 : 20 yer- 
dttnnt wird. Anderenfalls wird die Probe ausgefallt und 
inTE-Puffergeldst 

Beispiel8 to 

Die Entfernung eines DNS-Unkers von einer DNS mit 
mehr als ca. 400 Basenpaaren in einem Klonierungsex- 
periment wird wie folgt durchgeftfhrt: 

Die zu reinigende Probe wird mit 1 Volumenteil des 15 
Puffers C verd0nnt,damit die Endkonzentration an Salz 
ungefahr 500 mM betragt Die erfindungsgemafle Pipet- 
tenspitze wird mit 100 \i\ des Puffers A aquiiibriert. Die 
Probe wird wie in den vorhergehenden Beispielen ad- 
sorbiert Die erfmdungsgemaBe Pipettenspitze wird mit 20 
Puffer B gespult, um die Verunreinigungen zu entfernen. - 
Die DNS wird desorbiert und eluiert mit insgesamt 300 
ul des Puffers F. AnschlieBend isoliert man die DNS 
diirch Isopropanolfallung (Zugabe von 1 Volumenteil) 
und laBt 15 Minuten auf Eis stehen, wonach sich eine 25 
Zentrifugation der Probe in einer Eppendprf-Zentrifuge 
fur die Dauer von 30 Minuten anschlieBt Danach 
wascht man sorgfaltig mit 70%igem Ethanol. 

Beispiel 9 30 

Die Scrmellreinigung einer DNS-Probe nach enzyma- 
tischerModifizierung (zum Beispiel durch Phosphatase, 
Restrikuonsendonuklease, Polymerasen usw. sowie 
Cofaktoren) erreicht man gemaB folgender Verfahrens- 35 
weise: 

Das zugrunde liegende Reaktionsvolumen betragt 
. 50 ul und enthalt nicht mehr als 100 mM Natriumchlo- 
rid 5 ^1 0,5 M EDTA, pH 8.0, werden zum Reaktionsvo- 
lumen hinzugef ugt, um die Modifizierungsreaktion ab- 40 
zubrechea Ein Volumenteil des Puffers C wird zugege- 
ben, um die Adsorptionsbedingungen einzustellen mit 
einer Salzkonzentration von etwa 50X) knM Die erfin- 
dungsgemafie Pipettenspitze wird aquiiibriert, die Pro- 
be wird adsorbiert und anschlieBend eluiert wie in Bei- 45 
spiel 8. beschrieben. Audi die weitere Behandlurig der 
Probe geschieht wie in Beispiel 8 beschrieben. 

Beispiel 10 

Die erfmdungsgemaBe Vorrichtung kann auch dazu 
benutzt werden, um Agarose- und Acrylamid-Verunrei- 
nigungen effizient abzutrennen. Dies ist insbesondere 
dann erf orderlich/wennGelelutionen der Probe stattge- 
funden haben. Bei Anwendung der im folgenden be- 55 
schriebenen Verfahrensweise wird die DNS gleichzeitig 
konzentriert, selbst wenn das Startvolumen einige ml 
betragt Die DNS hat eine GroBe von > 400 Basenpaa- 
ren und kann in seiner Menge von 5 tig bis 15 ug vorlie- 
\ gen. Die Probenyorbereitung und die Aquilibrierung 60 
der erf ihdungsgemaBen Pipettenspitze wird wie in Bei- 
spiel 8 beschrieben durchgetthrt Dann Qberfuhrt man 
die Probe in eine Eihwegspritze und drOckt sie zweimal 
durch die erfmdungsgemaBe Pipettenspitze. Dabei soli 
die FlieBgeschwindigkeit bei etwa 250ul/min liegen. 65 
Die erfmdungsgemaBe Pipettenspitze wird anschlie- 
Bend mit 5 ml des Puffers B gewaschen bei einer Durch- 
fluBgeschwindigkeit von 5 ml/mih. Die Weiterbehand- 
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